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Die Erfindung betrifft eine neue Verwendung eines Antikorper- 
praparates, ein pharmazeutisches Praparat zur Behandlung von 
Krebspatienten sowie ein Verfahren zur Bestimmung oder Reduktion 
von Tumor zellen. 

Der Rezeptor fiir epidermale Wachstumsf aktoren, genaiint „ epider- 
mal growth factor*" {EG&) Rezeptor, ist ein Plasmamembran-Glyco- 
protein mit Tyrosin-Kinase Aktivitat, welche durcln Bindung an 
einen Liganden, etwa von EGF oder von Heregulin, aktiviert wird. 
Durch die Bindung der Wachstumsf aktoren wird die Dimerisierung 
iind die Trans- oder Autophosphorylierung des Rezeptors hervor- 
gerufen und damit eine Signalkaskade zur Zellteilung in Gang 
gesetzt. Nach Phosphorylierung wird die MAP-Kinase aktiviert. 
X)iese Rezeptoren nehmen also als mitogen-aktivierte Proteinki- 
nase (MAP-Kinase) eine zentrale Stellung in der Regulierung des 
Zellwachs turns und der Zellteilung ein. Die beiden Isoformen p42 
und p44 der MAP-Kinase werden auch als erkl und erk2 bezeichnet. 

Die MAP-Kinase wird gerade von Tumor zellen unverhaltnismafiig 
stark prasentiert, wodurch diese bzw. die EGF Rezeptoren als 
Tumor-assoziierte Antigene (TAA) gelten. 

Tximor-assoziierte Antigene (TAA) sind of tmals Grundlage fur die 
Entwicklung von immuntherapeutischen Mitteln zur Prophylaxe 
und/oder Behandlung von Krebs . TAA sind Strukturen, die bevor- 
zugt auf der Zellmembran von Tumorzellen exprimiert sind, da- 
durch eine Unterscheidung zu nicht-malignem Gewebe ermoglichen 
und daher als Zielpunkte fur diagnostische und therapeutische 
Anwendungen von spezifischen Antikorpern gesehen werden. 

Das unkontrollierte Wachstums von Tiimoren wird moglicherweise 
durch die Blockierung der MAP-Kinase verhindert. Im Stand der 
Technik werden eine Reihe von Antikorpern beschrieben, die spe- 
zifisch an die MAP-Kinase bzw. an EGF-Rezeptoren binden k5nnen. 

In der EP 0 359 282 A werden monoklonale Antikorper beschrieben, 
die an die extrazellulare Domane des menschlichen EGF-Rezeptors 
binden. Dadurch soil das Zellwachstum von Tumorzellen inhibiert 
werden . 



Ein AntikSrper gerichtet gegen den „ Epidermal Growth Factor" 
Receptor-2 (HER-2) wurde auch in Kombination mit Chemotherapie 
eingesetzt (Anticancer Drugs 2001, 12 Suppl 4: S3-10) . 

Ein weiterer Antikdrper, der an die Familie der EGF-Rezeptoren 
bindet, ist etwa in der US 5,811,098 beschrieben, wobei dieser 
Antilcorper spezifisch an den HER4, ein hximaner Tyrosinkinase - 
Rezeptor, binden. 

Die WO 96/40210 A beschreibt chimSre oder humanisierte Varianten 
eines bestimmten anti-EGF-Rezeptor Antikorpers zur Inhibition 
des Tijmorwachst\ains . 

Die Blockierung der MAP-Kinase durch bestimmte Antikorper, die 
gegen die extrazellulSre Domane der EGF-Rezeptoren gerichtet 
sind, hat den Nachteil, dass nicht nur Tiamorzellen angegriffen 
werden, sondem jede mitotisch aktivierte Zelle. 

Die Behandlung von Krebspatienten umfasst nicht nur die Verhin- 
derung des Tvimorwachstvrais , vielmehr soil die Bildung von Metas- 
tasen tiber einen langeren Zeitraum hinweg verhindert werden. 
Dies kSnnte nach Behandlung des PrimSr tumors durch Operation 
und/oder erfolgter Chemotherapie (bzw. Radi other apie) indiziert 
sein. Disseminierte Tumorzellen konnen sich im Ruhezustand be- 
finden und sind durch die Chemotherapie (Radio therapie) oft 
nicht angreifbar. Ein derartig behandelter Patient befindet sich 
scheinbar in einem geheilten Zustand, welcher auch als „minimal 
residual disease" beschrieben ist. Die ruhenden Tumorzellen ha- 
ben ein Potential zu Metastasenbildung, wenn sie auch nach einem 
langeren R\ihezustand aufgrund eines Wachstumsstimulus zu metas- 
tasierenden Zellen werden. 

Im Verlauf der Entdeckung und nachf olgenden Charakterisierung 
von verschiedensten TAA hat sich herausgestellt, dass diese 
wichtige Funktionen fur Krebszellen haben. Sie ermoglichen den 
entarteten Zellen, charakteristische Eigenschaf ten fur den ma- 
lignen Phanotyp wie z.B. vermehrte Adhasionsf ahigkeit auszuiiben, 
die far die Etablierung von Metastasen von groSer Bedeutung 
sind. Allerdings konnen solche Antigene durchaus in bestimmten 
Stadien auch auf normalen Zellen exprimiert sein, wo sie fur 




- 3 - 



normale Funktionen dieser Zellen verantwortlich sind. Ein Bei- 
spiel daftir ist das Lewis Y Kohlenhydratantigen, das auf der 
Mehrzahl der Tumoren epithelialen Ursprungs aufscheint, aher 
auch wahrend der fdtalen Entwicklung epithelialer Gewebe eine 
wichtige Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass die Expression 
dieses Antigens in Lungenkrebs stark mit einer ungiinstigen 
Prognose assoziiert ist, da Lewis Y positive Krebszellen offen- 
sichtlich ein hoheres metastatisches Potential haben (N. Engl. 
J. Med. 327 (1992), 14). 

In der EP 0 528 767 A ist die Verwendung eines hximanisierten 
anti-Lewis Y-Antikorpers zur Behandlung von epithelialem Krebs 
beschrieben. 

Unter den waiter bekannten Tumor-assoziierte Kohlenhydratstruk- 
turen finden sich z.B. alle Lewis -Ant igene, die verstarkt in 
vielen epithelialen Krebsarten exprimiert werden. Dazu gehSren 
Lewis Lewis b- vmd Lewis y-Strukturen, sowie sialylierte 

Lewis x-Strukturen. Andere Kohlenhydrat-Antigene sind GloboH- 
Strukturen, KHl, Tn-Antigen, TF -Antigen, das alpha-1, 3-Galacto- 
syl-Epitop (Elektrophoresis (1999), 20:362; Curr. Pharmaceutical 
Design (2000), 6:485, Neoplasma (1996), 43:285). 

Tumorzellen, die Sialyl-Le^ oder Di-sialyl Le^ exprimieren, kon- 
nen durch die Bindung an endothelialen Zellen mit Zelladhasi- 
onsrezeptoren Metastasen bilden. Diese Bindung kann etwa gemafi 
der US 6121233 durch Inkxxbieren mit Kohlenhydratstrukturen, etwa 
mit Sialyl-Le* oder Di-sialyl Le* unterbunden werden. 

In ahnlicher Weise wird gemaiS der EP 0 521 692 das Metastasen- 
bildungspotential von Tumorzellen inhibiert, wobei ein Mimik 
verabreicht wird, ausgesucht aus der Giruppe von Monosialosyl-Le 
I, Monosialosyl-Le II, Disialosyl-Le und Sialosyl Le. 

Unter Verwendung verschiedener Tumorzellen konnte gezeigt wer- 
den, dass auch EGF-Rezeptoren ungewohnliche Kohlenhydratstruk- 
turen, also Kohlenhydrat-TAA, aufweisen, etwa den sialylierten 
Typ Le^/Y (Cancer Research 47, 2531-2536, 1987) . 

Direkte therapeutische Anwendungen von Antikorpern gegen TAA 



beruhen auf passiven Iinmuntherapien, das heifit, ein spezifischer 
Antikorper wird systemisch in geeigneter Menge an Krebspatienten 
verabreicht und libt eine immuntherapeutische Wirkung aus. Die 
biologische Halbwertszeit solcher Agentien hangt von ihrer 
Struktur ab und ist begrenzt. Daher ist es notwendig, wieder- 
holte Applikationen vor zunehmen . Das kann bei Verwendung von 
xenogenen Antikorpern (z.B. murine monoklonale Antikorper, MAK) 
ciber zu unerwiinschten Iramunreaktionen fiihren, die eine mogliche 
therapeutische Wirkung neutralisieren und gefShrliche Nebenwir- 
kungen (anaphylaktische Reaktionen) bedingen konnen. Daher kon- 
nen seiche Immuntherapeutika nur ftir eine begrenzte Zeit 
verabreicht werden. 

Eine bessere Vertraglichkeit wird durch Reduktion der xenogenen 
Strukturen des Antikorpers und dem Einbau von menschlichen 
Strukturen erzielt, beispielsweise mit chimaren oder humani- 
sierten Antikorpern, Es werden auch Systeme zur Herstellung 
spezifischer humaner Antikorper entwickelt. So konnen bestiminte 
Zelllinien humane monoklonale Antikorper produzieren. 

Die Erf indung stellt sich zur Aufgabe die Behandlung von Krebs- 
patienten insofem zu verbessern, dass das Wachstum von Tumor- 
zellen bzw. das Metastasenbildiingspotential von Tumorzellen 
spezifisch unterdriickt wird. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemafi durch den Gegenstand der An- 
spruche gelost. 

Erf indungsgemaS wird ein Praparat auf Basis eines Antikorpers 
gerichtet gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierxing zur Her- 
stellung eines Arzneimittels verwendet, zur prophylaktischen 
und/oder therapeutischen Behandlung zur Reduktion bzw. Inhibi- 
tion des Wachstums von Tumorzellen in einem Krebspatienten. Die 
erf indungsgemaSe Verwendiang betrifft insbesondere die Behandlung 
von Patienten, die einer Chemotherapie unterzogen werden. Durch 
die Bindung der tumorspezif ischen Antikorper an eine Tumorzelle, 
wird nicht nur die Tiomorzell-Lyse moglich. Es werden auch die 
samtliche Funktionen der Tumorzelle, die uber gylokosilierte 
Oberf lachenrezeptoren ausgeubt werden, unterbunden. Eine Chemo- 
therapie kann also in Kombination mit der erf indungsgemafien 
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Veirwendung wesentlich effektiver die Zelle angreifen. Dies wird 
vor allem fiir die Indikation einer Chemotherapieresistenz vor- 
geschlagen. In diesem Fall haben Tumorzellen Abwehrmechanismen 
entwickelt, die durch Oberf lachenrezeptoren vermittelt werden, 
Eine weitere Indikation ist die ^minimal residual disease'*, fur 
die disseminierte Tumorzellen angegriffen werden sollen. 

Es hat sich iiberraschenderweise herausgestellt , dass die Ober- 
f IS-chenrezeptoren einer Tumorzelle mit einer aberranten Glyko- 
silierung gezielt uber Antikorper gegen diese Glykosilierung 
funktionell blockiert werden kSnnen. Dies betrifft nicht nur 
einen bestimmten Oberf lachenrezeptor, wie den EGF-Rezeptor oder 
Her-'2/neu Rezeptor. Es werden gleichsam alle Tumor - spezifi- 
schen Rezeptor en, die durch die aberrant e Glykosilierung cha- 
rakterisiert sind, gleichzeitig blockiert. Darunter sind etwa 
alle Rezeptoren der EGF-Rezeptorf amilie, der CD55 (79lTgp72/DAF 
- decay accelerating factor) - Rezeptor, der Transf errinrezeptor 
und das P-Glycoprotein . Die Tumorzelle wird damit aufgrund von 
verschiedenen Wirkmechanismen angegriffen. 

Es hat sich iiberraschenderweise herausgestellt, dass Antikorper, 
die gegen eine aberrante Glykosilierung gerichtet sind, in 
fxinkt lonelier Weise an mehrer Rezeptoren der Familie der EGF- 
Rezeptoren binden und damit die Signalkaskade zur Induktion des 
Zellwachs turns effektiv blockiert werden kann. Es konnte gezeigt 
werden, dass insbesondere die erkl und erk2 - Isof ormen. der MAP- 
Kinase funktionell durch die erf indungsgemaS verwendeten Anti- 
korper gebunden werden konnen. Die Bindung der Wachs turns fak tor en 
an die Rezeptoren wurde dadurch verhindert bzw. reduziert, Diese 
Behandlxing ist im Vergleich zur Immuntherapie mit Antikorpern 
gegen den proteinaren extrazellularen Teil des EGF-Rezeptors 
spezif ischer, da die ungewohnlichen Tumor-assoziierten Kohlen- 
hydratstrukturen auf EGF -Rezeptoren von normalen Zellen fehlen. 
Andererseits ist die Behandlung universeller, da gleichzeitig 
verschiedene Rezeptoren mit gleicher aberranter Glykosilierung 
blockiert werden. 



Durch die erf indungsgemaSe Verwendung wird erstmals ein Anti- 
Kohlenhydrat -Antikorper zur Immuntherapie und zur Inhibition von 
glykosilierten Tumorzell-Rezeptoren, insbesondere zur Verhinde- 
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rung der mitogenen Stimulierung einer Krebszelle durch EGF oder 
Heregulin zur Verfugung gestellt. Dabei soli die Mitose von 
normalen Zellen weitgehend ungestort verlaufen und entsprechende 
Nebenwirkungen verhindert werden. Die spezifische Bindung der 
Antxkorper iiher eine Tumor-assoziierte Glykosilierung von 
Krebszellen an die Rezeptoren von Wachstumsf aktoren, blockiert 
deren Interaktion mit deren physiologischen Liganden und heztunt 
dxe Signaltransduktion durch diese Rezeptoren und damit das 
zellwachstum. Diese AntikSrper sind also koi,«>etitiv funktionell 
wirksam. 

Gleichzeitig kann ein solcher AntikSrper durch seine Wirkung 
xnnerhalb des humoralen und zellulSren Immunsystems die Tumor- 
zelle spezifisch angreifen. Tumorzellen, die den EGF-Rezeptor 
bzw. Rezeptoren der EGF-Rezeptor Familie exprimieren, werden 
erfindungsgemas spezifisch gebunden und kSnnen lysiert wer- 
den. Diese Funktionen des Antikorpers sind durch dessen ADCC- 
und CDC-Aktivitat bestixmnt (ADCC: antibody-dependent cellular 
cytotoxiticy; CDC: complement dependent cytotoxicity), beides 
AktivitMten, die mittels Standardtests bestimmt werden kSnnen 
Mxt diesen Funktionen hat die erf indungsgemaSe Behandlung der 
Krebspatienten einen Vorteil gegeniiber anderen kompetitiven 
Bxndungspartnern, z.B. der im Stand der Technik bekannten Koh- 
lenhydrat-Mimiks, die natiirlich keine Antikorper-Aktivitaten 
aufweisen. 

Erfindungsgemas kSnnen sowohl Antikorper-Praparate zur Anwendung 
kommen, deren Wirkstoff sowohl die Funktion der kompetitiven 
Bindung als auch der Tumor- Zelllyse besitzen. Ein weiterer 
Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft jedoch ein Praparat 
auf Basis eines modif izierten AntikSrpers oder Antikorperderi- 
vates, der lediglich die MAP-Kinase blockiert und daruber hinaus 
kexne lytische Aktivitat hervorruft, etwa durch keine oder eine 
reduzierte CDC- und ADCC-Aktivitat, beispielsweise weniger als 
50%. Dieses Praparat kann zur pharmazeutischen und/oder diag- 
nostischen Anwendung kommen. Auch wenn die AntikSrper-Aktivita- 
ten in dem erf indungsgemSSen Praparat reduziert sind, kann eine 
besonders gute Wirkung erzielt werden, wenn etwa durch eine 
Fragmentierung und/oder Derivatisierung die Halbwertszeit ver- 
langert ist. 
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Ein maglichea Behandlungsziel ist die ef fektive Bindung und Re- 
duktion von Tumorzellen, also Tumorgewebe oder Metastasen oder 
xm Besonderen disseminierte Tumorzellen. Die Anzahl der in Blut 
Knochenmark oder Organen detektierbaren Tumorzellen bzw der 
Mikrometastasen soil signifikant reduziert werden. Die Bildung 
von Metastasen soil verzSgert, deren Wachstum zumindest ver- 
langsamt werden. Damit kann die rfickfallsf reie Lebensspanne und 
damit auch die Gesamttiberlebenszeit der Patienten durch die ge- 
zxelte Immuntherapie veriangert werden. 

im Rahmen der erf indungsgemaSen Verwendung, insbesondere der 
Behandlung zur Reduktion bzw. Inhibition des Wachstums von Tu- 
morzellen in einem Krebspatienten ist eine Blutwasche moglich 
Es kdnnen aber auch Korperf Itissigkeiten oder Gewebe, wie Haut 
Oder andere Organe, die von einem Spender stammen, der mit einem 
Rxsxko einer Krebserkrankung behaftet ist, vorsorglich mit dem 
AntikSrper gerichtet gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierung 
ex vivo behandelt werden. Ein mogliches Risiko einer Ubertragung 
von Tumorzellen durch eine kontaminierte Spende wird minimiert. 

Krebspatienten, die einer Hochdosischemotherapie unterzogen 
werden, sind oftmals Knochenmarkspender oder Spender von h&na- 
togenen Stammzellen, die sie dann nach erfolgter Chemotherapie 
wxeder zur Eigentherapie erhalten. Gerade dieses Material ist 
mbglicherweise mit Tumorzellen kontaminiert und wird insbeson- 
dere fiir die erfindungsgemaSe Behandlung herangezogen. Der Pa- 
txent kann dann nach der Hochdosistherapie das erf indungsgemSfi 
dekontaminierte PrSparat erhalten. 

Erfindungsgemas wird also auch ein Verfahren zur Herstellung 
exnes Praparates auf Basis einer Korperf Kissigkeit oder Gewebe, 
zur verftigung gestellt, welches die ex vivo Behandlung der K6r- 
perflussigkeit oder des Gewebes mit einem AntikOrper gerichtet 
gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierung zur Bildung eines 
zellularen Immunkomplexes, und gegebenenf alls das Abtrennen des 
Immunkomplexes vorsieht. Das erhaltliche PrSparat hat ein we- 
sentlich reduziertes Risiko eines Tumorzellgehalts bzw. ein re- 
duziertes Metastasenbildungspotential und ist vor allem durch 
exnen reduzierten Gehalt an Rezeptoren der EGF-Rezeptor Familie 
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gekennzeichnet . 



Das erfindxmgsgemaS ex vivo behandelte Material stammt insbe- 
sondere von Knochenmark, Blut, Serum oder Organbestandteile ei- 
nes Patienten oder Spenders. Nach Behandlung mit dem 
spezifischen Antikorper wurde eventuell ein entsprechender Imm- 
unkomplex gebildet, der' dann gegebenenfalls gemeinsam mit dem 
Material bzw. dem spezifischen AntikSrper in einem verabrei- 
chungsfertigen PrSparat umfasst ist. Falls das Material Tiunor- 
zellen enthalt, werden diese n&alich von dem J^tikorper erkannt 
und gebunden. Daraus resultiert ein zellularer Znmiunkomplex des 
AntikSrpers mit einer Tumorzelle oder mit zelluiaren Bestand- 
teilen einer Tumorzelle. Dieser Immunkomplex kann zwar in dem 
Material verbleiben, wird aber vorzugsweise von dem Material 
abgetrennt. Dafiir wird insbesondere ein fester oder flussiger 
TrSger verwendet, der den Immunkomplex lokalisiert. Durch die 
Abtrennung des TrSgers von dem behandelten Material kann der 
Immunkomplex separiert werden. GemaS einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform wird der Antikorper bereits vor der Behandlung 
an einem festen Trager immobilisiert, die Korperf lussigkeit oder 
eine Spiilf lussigkeit des Gewebes mit dem Trager inkubiert und 
die behandelte FlUssigkeit vom TrSger getrennt. 

Ein gleiches Verfahren eignet sich auch zur erf indungsgemaSen 
Bestimm\ang des Metastasenbildungspotentials in einer Probe eines 
Patienten, Erf indungsgemaS wird das Risiko der Metastasenbildung 
durch die qualitative und/oder quantitative Bestimmxing von Tu- 
morzellen als MaS fiir das Metastasenbildungspotential deterroi- 
niert. Dabei wird eine Probe einer Korperf lussigkeit eines 
Krebspatienten bereitgestellt, die mit einem AntikSrper gerich- 
tet gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierung in Kontakt ge- 
bracht wird. Damit soil ein zellulSrer Imimkomplex von 
potentiell vorhandenen Tumorzellen mit dem Antikorper gebildet 
werden, welcher qualitativ und/oder quantitativ bestimmt wird. 
Ein dafur bereitgestelltes diagnostisches Mittel enthSlt entwe- 
der den Antikorper in Kombination mit einem Trager zum Separie- 
ren eines zelluiaren Iromunkomplexes , oder in Kombination mit 
einer Markierung zur Bestimmung eines zelluiaren Immunkomplexes . 
Der Antikorper wird vorzugsweise durch Konjugieren mit einem 
Enzym, einem radioaktiven Bestandteil oder einem anderen Detek- 
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tionsmittel markiert. 



ErfindungsgemaS wird die Behandlung von Patienten mit Tumorzel- 
len mit aberranter Glykosilierung moglich, etwa Tumorzellen mit 
einem Rezeptor aus der EGF-Rezeptorfamilie, oder Lewis y posi- 
tive '?umorzellen. Die vorzugsweise behandelten Krebsarten sind 
epitlielialer Krebs, wie Brustkrebs, Krebs des Magen und Darms, 
der Prostata, Pankreas, Ovarien und der Lxmge, aber auch spe- 
zielle Arten der LeukSmie. Patienten mit Primartiuaoren kSnnen 
gleichermaSen behandelt werden wie Patienten mit Sekundartumo- 
ren. 

Die erfindungsgemaSe Behandlung zur Immuntherapie von Krebspa- 
tienten erfolgt vorzugsweise nach der Resektion von Ttimorgewebe 
bzw. nach erfolgter Chemotherapie. Bevorzugterweise wird die 
Behandlung innerhalb von 1 bis 2 Wochen nach Chemotherapie be- 
gonnen . 

ErfindiingsgemaS werden vor allem Antikorper eingesetzt, die ge- 
gen eine aberrante Glykosilierving von Txamorzellen und deren Re- 
zeptoren fur Wachstumsfaktoren gerichtet sind. Bevorzugte 
Antikorper sind aus der Gruppe von Itotikorpern ausgewahlt, die 
spezifisch sind fUr eine oder mehrere der Lewis x-, Lewis b- xind 
Lewis y-Strukturen, gegebenenf alls deren sialylierte Formen, 
sowie GloboH, KHl, Tn-Antigen, Sialyl-tn, TF-Antigen und alpha- 
1, 3-Galactosyl-Epitop, aber auch Sialyl -Le* oder Di-sialyl Le» 
Monosialosyl-Le I, Monosialosyl-Le II, Disialosyl-Le und Sialo- 
syl Le. 

Unter dem Begriff "Antik5rper" werden Antikorper aller Art ver- 
standen, insbesondere monospezif ische oder polyspezif ische, mo- 
noklonale Antikorper, oder auch chCTiisch, biochemisch oder 
molekularbiologisch hergestellte Antikdrper. 

Obwohl das Arzneimittel erf indungsgemaB einen nativen Antikdrper 
enthalten kann, der eventuell aus einem Zelllinie, einem Orga- 
nismus oder Patienten isoliert wurde, wird oftmals ein Antikdr- 
per-Derivat eingesetzt, welches an die aberrante Glykosilierung 
spezifisch binden kann. Das Antikorper der ivat ist bevorzugt aus 
der Gruppe der Antikorper-Fragmente, -Kon jugate oder Homologe, 
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aber auch Komplexe iind Adsorbate ausgesucht, Es ist waiter be- 
vorzugt, dass das Antikorper-Derivat ziimindest Teilen des Fab- 
Fragmentes enthalt, etwa gemeinsam mit zumindest Teilen des 
F(ab')2 Fragmentes, und/oder Teilen der hinge Region und/oder des 
Fc-Teils eines lambda oder kappa Antikorpers. Weiter kann auch 
ein einkettiges Antikorper-Derivat, etwa ein sogenannter „ single 
chain*" Antikorper in einem Impfstoff im Sinne der Erfindung he- 
rangezogen werden. Vorzugsweise wird ein Antikorper von der Art 
eines Iromunglobulins, etwa eines IgG, IgM oder IgA, eingesetzt. 

Die erf indungsgemafie Behandlung zielt spezifisch auf die Tiunor- 
zellen ab, Es werden daher keine Nebenwirkungen aufgrund von 
unspezif ischen Wechselwirkungen erwartet • Es sollte daher keine 
imverhaltnismafiigen Reaktionen hervorgeruf en werden, auch der 
erf indiingsgemaS verwendete Wirkstof f von einer nicht-humanen - 
Spezies abgeleitet ist, wie etwa ein muriner Antikorper. Es wird 
jedoch angenommen, dass ein r ekombinanter , chimarer, sowie ein 
mit menschlichen Bestandteilen kombinierter , hiimanisierter oder 
humaner AntikSrper fiir die Verabreichung am Menschen besonders 
vertraglich ist. 

Die Bindiing des Antik5rpers an mindestens einen der Familie der 
EGF-Rezeptoren bzw. an mehrere oder alle Rezeptoren aus der Fa- 
milie der EGF-Rezeptoren oder anderen glykoslilierten Rezeptoren 
der Krebszelle, erfolgt iiblicherweise mit hoher Affinitat, bzw 
hoher Avididtat. Die Bindung der Wachstumsf aktoren bzw. Liganden 
an der en Rezeptoren wird nicht nur zur prophylakt ischen Behand- 
lung inhibiert oder verhindert. Die Wachstumf aktoren bzw Ligan- 
den konnen auch von deren Rezeptoren verdrangt werden. 
Dementsprechend wird eine therapeutische Behandlung des Tumor- 
wachsttams und von metastasierendem Krebs moglich. Die bevorzugte 
Affinitat des Antikorpers liegt dabei unter einem Kd-Wert von 
10-« mol/1, vorzugsweise weniger als 10-'' mol/1, am meisten be- 
vorzugt 10"^ mol/1 oder weniger. 

Der ausgewahlte Antikorper interferiert mit der Bindung von 
Wachstumsf aktoren oder anderen Liganden an eine Tumor z el le, 
vorzugsweise in der Art, dass die Bindungsstelle fur den Anti- 
korper in der Nahe, uberlappend mit oder gleich der Bindungs- 
stelle fiir die Wachstumsf aktoren bzw. die Ligamden ist. 
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Zur Bindung aller glykosylierten Rezeptoren einer Txamorzelle 
wird tiblicherweise eine hohe Dosis von mindestens 50 mg, vor- 
zugsweise mindestens 100 mg, am meisten bevorzugtmindestens 200 
mg pro Patient verabreicht. Die maximale Dosis richtet sich nach 
der Vertraglichkeit des Antikorpers, wobei hiameuiisierte Anti- 
korper bzw. humane Antik5rper am besten vertraglich sind. Eine 
Dosis bis zu 1 g oder in einigen Fallen bis zu 2 g pro Patient 
und Behandliing kann durchaus vorteilhaft sein. Die Behandlung 
wird vorzugsweise in bestimmten Zeitabstanden wiederholt, ent- 
sprechend der Halbwertszeit des verwendeten Antikorpers, die 
tiblicherweise im Bereich von 5 bis 30 Tagen liegt. Durch beson- 
dere Derivatisierung des Antikorpers ist es moglich, die Halb- 
wertszeit auf bis zu mehreren Monaten zu verlangern und dadurch 
die Behandlungsinteirvalle entsprechend zu verlSngern- 

Das erf indungsgemaS verwendete Arzneimittel liegt vorteilhaf- 
terweise in einer geeigneten Formulierung vor. Bevorzugt sind 
solche Formulierungen mit einem pharmazeutisch akzeptablen Tra- 
ger. Dieser umfasst beispielsweise Hilfsstoffe, Puffer, Salze 
und Konservieriingsmittel , Vorzugsweise wird eine fertige Infu- 
sionslosung zur Verftigung gestellt, Nachdem ein Antikoarper re- 
lativ stabil ist, haben Arzneimittel auf Basis von Antikorpern 
Oder deren Derivate den wesentlichen Vorteil, dass sie als la- 
gers tabile Losung bzw, Formulierung in einer gebrauchsf ertigen 
Form ^ready-to-use"* in den Verkehr gebracht werden konnen, 
Diese ist bevorzugt bei Kvihlschranktemperaturen bis zu Raumtem- 
peratur in der Formulierung lagerstabil. Das erf indungsgemSlS 
verwendete Arzneimittel kann aber auch in gefrorener oder ly- 
ophilisierter Form zur Verftigung gestellt werden, die bei Bedarf 
aufgetaut bzw. rekonstituiert werden kann. 

Die Konzentration des Arzneimittelwirkstof f es richtet sich nach 
dessen Vertraglichkeit* Dabei kann ein besonders vertragliches 
Praparat auf Basis eines humanisierten Antikorpers in hoher 
Konzentration direkt ohne weitere Verdtinnung an den Patienten 
verabreicht werden. Durch die bevorzugte Konzentration im Be- 
reich von 0.1% bis 10%, vorzugsweise von l%-5%, ist es moglich 
das vercJDreichte Volumen und die entsprechende Inf usionszeit 
gering zu halten. 




Das Arzneimittel wird ublicherweise i.v. verabreicht, Gleicher- 
mal^exi kann aber eine andere parent erale oder mucosale Verabrei- 
chungsart gewahlt werden, die den Wirkstoff zur systemischen 
Oder lokalen Anwendung am Ort des Tumors oder der Metastasen 
bringt . 

Das folgende Beispiel sowie die Zeichnungsf iguren sollen die 
vorliegende Erfindxing weiter erlautern, aber nictit einschranken : 

Figur 1 zeigt die Hemmung der EGF- und Heregulin-beta-vermit- 
telten Stimulierung der MAP-Kinase durch Antikorper (SKBR3 Zel- 
len warden durch Serumentzug in ihrem Wachstum arretiert; 15 
Minuten vor der Stimulation wurden die Zellen mit den entspre- 
chenden Antikorpern prainkubiert, namlich mit IGN311 (mit IGN 
beschrif tete Spur en) , Anti-EGF-Rezeptor AntikSrper (mit A be- 
schriftete Spuren) und Herceptin (mit He beschrif tete Spuren) • 
Danach wurden die Zellen mit EGF (mit E beschriftete Spuren) und 
Her egul in-bet a (mit H beschriftete Spuren) stimuliert; Spur U 
entspricht dem Leerwert (=unstimulierte Zellen) ) . 

Figur 2 zeigt die Hitzelabilitat der IGNSll induzierten Hemmung 
der MAP-Kinase Stimulation (IGN311 wurde durch Hitzedenaturie- 
rung (10 min bei 95°C) inaktiviert. Wachstumsarretierte SKBR3- 
Zellen wurden 15 min mit IGN311 (mit IGN beschriftete Spuren) 
bzw, mit hitzedenaturiertem IGN311 (mit IGN311* beschriftete 
Spuren) oder Anti-EGF-Rezeptor AntikSrper (mit A beschriftete 
Spuren) prainkubiert . Danach wurden die Zellen mit EGF (mit E 
beschriftete Spuren) stimuliert; Spur U entspricht dem Leerwert 
(=unstimulierte Zellen) ) . 

Beispiel: Inhibierung der Wachs turns faktor-mediier ten Stimulie- 
rxing durch den einti -Lewis Y-Antik6rper IGN311 

In einer Zellkultur einer Mammakarzinom-Txamorzelllinie SKBR3 
wurde durch Serumentzug eine Quieszenz ausgelost. Das ba.sale 
Niveau der MAP-Kinase Phosphorylierung wurde dann durch kurz- 
zeitige Inkubation mit den Wachs turns faktoren EGF oder Heregulin 
deutlich gesteigert. Die Bestimmung der MAP-Kinase Phsophory- 
lierung erfolgte mittels SDS-Elektrophorese des Zelllysats, 
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Transfer der Banden auf Nitrozellulose und Immunblotting mit 
einem Antikorper, der gegen die dual phosphorylierte MAP-Kinase 
erkl {p44) land erk2 (p42) gerichtet ist. 

Durch die inkubation der Zellkultur mit spezifischen Antik6rpern 
konnte der Effekt der Wachs turns faktoren signifikant antagoni- 
siert werden. in den Studien wurde ein anti-Lewis Y-Antik6rper 
IGN311, hergestellt gemSg der EP 0 528 767, mit einem murinen ' 
monoklonalen anti-EGF-Rezeptorantik6rper und Herceptin (Hoff-' 
mann-La Roche AG, Grenzack-Wyhlen, Deutschland) , einem AntikSr- 
per gegen den epidermalen Wachs turns faktor-Rezeptor 2 (HER2- 
Protein) als Positivkontrollen verglichen. 

Figur 1 zeigt, dass 

(i) der Anti-EGF-Rezeptor AntikQrper (mit „A" beschriftete Spu- 
ren) den Effekt von EGF und Heregulin deutlich unterdrtickt (Po- 
sitivkontrolle) , 

(ii) IGN311 (mit .IGN« beschriftete Spuren) den Effekt von EGF 
und Heregulin zum Teil blockiert, und 

(iii) Der Effekt von Herceptin (mit „He« beschriftete Spuren) 
germger ist als der von IGN311. 

um auszuschliefien, dass die heitimende Wirkung von IGN311 auf eine 
Kontamination mit einer niedermolekularen Substanz oder einem 
Metabolit im Kulturuber stand zuriickzufuhren ist, wurde IGN311 
hitzedenaturiert. Figur 2 zeigt, dass natives IGN311 die Wirkung 
von EGF unterdrxickt, denaturiertes IGN311 hingegen nicht. Eine 
Erhohung der Konzentration von IGN311 fiihrte zu einer dem Anti- 
EGF-Rezeptor Antikorper vergleichbaren Wirkung. 

IGN311 konnte in reproduzierbarer Weise die Aktivierung der MAP- 
Kinase durch EGF in SKBR3 Zellen hemmen. Dieser Effekt ist spe- 
zxfisch und wurde durch Hitzedenaturierung des Antikorpers be- 
seitigt. 



Patentanspruche : 
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1. Verwendung eines Praparates auf Basis eines Antikorpers ge- 
richtet gegen eine Tiimor-assoziierte Glykosilierung zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen und/oder 
therapeutischen Behandlung zur Reduktion bzw. Inhibition des 
Wachstiims von Tumorzell'en in einem Krebspatienten. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung eines Patienten in 
Kombination mit einer Chemotherapie . 

3 . Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung einer Chemothera- 
pie-Resistenz . 

4. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung der ^minimal re- 
sidual disease''. 

5. Verwend\mg nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur Inhibition 
von glykosiiierten Tumorzell-Rezeptoren. 

6. Verwendung nach Anspruch 5 zur Verhinderung der mitogenen 
Stimulierung einer Tumorzelle durch den epidermalen Wachstums- 
faktor (^epidermal growth factor'', EGF) und/oder Heregulin. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 zur Lyse von 
Tumorzellen, die einen Rezeptor aus der Familie der EGF-Rezep- 
toren exprimieren. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass ein Antikorper gerichtet gegen eine aberrante 
Glykosilierting verwendet wird, ausgesucht aus der Gruppe von 
Lewis X", Lewis b- und Lewis y-Strukturen, sowie Sialyl-tn, Tn- 
Antigen, GloboH, KHl, TF-Antigen und alpha-1, 3-Galactosyl-Epi- 
top. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass der Antikoi^jer ein monoklonaler Antikorper 
ist, insbesondere ein humaner, humanisierter , chimarer oder mu- 
riner Antikorper. 
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10. Verwendiing nach einem der AnsprUche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass ein Antik5rper mit einer AffinitSt zur Bin- 
dung des EGF-Rezeptors mit einer Dissoziationskonstante unter 
einem Kd-Wqrt von 10*^ mol/1, vorzugsweise weniger als 10-7 
mol/1, am meisten bevorzugt 10"^ mol/1 oder weniger verwendet 
wird. ^ 

11. Verwendimg nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Antikorper in einer Dosis von mindestens 
50 mg, vorzugsweise mindestens 100 mg, am meisten bevorzugt 
mindestens 200 mg, bis zu 2 g pro Patient, verwendet wird, 

12. Verwehdung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass ein Antikorperderivat verwendet wird, der 
mindestens den Fab-Teil eines Antikorpers en thai t und an eine 
Tumor- assoziierte Glykosilierung bindet, 

13 • Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Patient an Krebs mit Tumorzellen, die 
einen Rezeptor aus der Familie der EGF-Rezeptoren exprimieren, 
leidet . 

14. Pharmazeutisches Praparat zur Behandlung von Krebspatienten, 
enthaltend einen Antikorper gerichtet gegen eine Tumor-assozi- 
ierte Glykosilierung in einer Konzentration im Bereich von 0.1- 
10%, vorzugsweise 1-5%, 

15. Praparat zur pharmazeutischen iind/oder diagnostischen Ver- 
wendung auf Basis eines AntikSrperderivates mit mindestens einen 
Fab-Teil eines Antikorpers, der an eine Tumor-assoziierte Gly- 
kosilierung bindet und eine CDC- und ADCC- Aktivitat von weniger 
ells 50% des nativen Antikorpers aufweist. 

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass eine Korperf liissigkeit oder Gewebe eines 
Krebspatienten ex vivo behandelt wird, insbesondere Knochenmark, 
Blut, Serum oder Organbestandteile. - 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , dass 
der Krebspatient im Rahmen einer Hochdosischemotherapie behan- 
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delt wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Korperf Ivissigkeit bzw. das Gewebe von einem Patienten 
stammt, mit dem Risiko einer Krebskrankheit . 

19. Verfahren zur Herstellung eines Praparates auf Basis einer 
KQrperf lussigkeit oder Gewebe, insbesondere Knochenmark, Blut, 
Serum oder Organbestandteile durch 

ex vivo Behandlung der Korperf lussigkeit oder des Gewebes 
mit einem Antikorper gerichtet gegen eine Tumor-assoziierte 
Glykosilierung zur Bildung eines zellulSren Immvmkdmplexes 
und 

gegebenen£alls Abtrennen des Immunkomplexes . 

20. Praparat. erhaitlich nach einem Verfahren nach Anspruch 19, 
mit einem reduzierten Gehalt an Rezeptoren der EGP-Rezeptor Fa- 
milie. 

21. Verfahren zur Bestimmxing des Risikos der Metastasenbildxing 
in einem Krebspatienten durch 

Bereitstellen einer Probe einer Korperf lussigkeit eines 
Krebspatienten, 

In Kontakt bringen der Probe mit einem Antikorper gerichtet 
gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierung zur Bildung ei 
nes zelluiaren Immunkon^lexes von potentiell vorhandenen 
Tumorzellen mit dem Antikorper und 

qualitative und/oder quantitative Bestimmung des Immunkom 
plexes in der KSrperf lussigkeit als Mag ftir das Metastasen 
bildungspotential . 

22. Diagnostisches Mittel enthaltend einen Antik62T>er gerichtet 
gegen eine Tumor-assoziierte Glykosilierung in Kombination mit 
einem Trager zum Separieren eines zellul^ren Immunkomplexes. 

23. Diagnostisches Mittel enthaltend einen Antikorper gerichtet 
gegen eine Ttunor-assoziierte Glykosilierung in Kombination mit 
einer Markierung zur Bestimmung eines zellulSren Immunkomplexes. 
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Zusammen fas sung : 



Die Erfindung betrifft die Veirwendung eines Praparates auf Basis 
eines Antikdrpers gerichtet gegen eine Tumor-assoziierte Glyko- 
silieriing zur Herstellxing eines Arzneimittels zur prophylakti- 
schen .und/oder therapeutischen Behandlung zur Reduktion bzw. 
Inhibition des Wachstioms von Tumorzellen in einem Krebspatien- 
ten, sowie ein pharmazeutisches Praparat enthaltend einen Anti- 
korper gerichtet gegen eine Tuxtior-assoziierte Glykosilierung. 
Weiter betrifft die Erfindung ein Praparat zur pharmazeutischen 
und/oder diagnostischen Verwendung, ein diagnostisches Verfahren 
und Mittel zur Bestiinmung des Risikos der Metastasenbildung in 
einem Krebspatienten sowie ein Verfahren zur Herstellung eines 
Praparates auf Basis einer Korperf liissigkeit oder Gewebe^ je- 
weils unter Verwendung des Antikorper gerichtet gegen eine Tu- 
mor-assoziierte Glykosilierxing. 
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